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【背景】 
 従来の疾患治療では、診断された病名やその進行度に応じて、薬剤の選択からその量、その投
与期間まで標準化された医療が提供されてきた。同じ病名の疾患であっても遺伝的要因、合併症
の有無といった様々な因子が関連して疾患の状態、薬の効き具合、薬の副作用などの個人差があ
るため同じ治療法が適するとは限らないことは既知の事実であったが、旧来の技術では個々の患
者に合わせた治療方法を選び出し、適用することは困難であった。しかしながら近年、遺伝子解
析技術の進歩により、患者のゲノム情報を解読し治療に生かすことが技術的には可能となってき
た。個人で異なる遺伝的要因や、病因となる細胞の遺伝子変異等の遺伝子情報が治療方法の検討
に重要な病気の悪性度、薬剤への応答性、副作用の発現などに密接に関わることから、疾患治療
をより効果的に、患者の負担なく進めるために、解読したゲノム情報から患者個々に合わせた最
適化された治療を選択するオーダーメイド医療の実現が期待される。さらに、近年の製剤設計技
術や調剤環境の発展から、個々に応じた選択を実際の薬剤投与にまでつなげることも現実味を帯
びてきた。これまでの画一的な疾患治療から、薬剤選択、投与量選択など、個々人に合わせたオ
ーダーメイド医療へシフトしていくにあたり、これらに対応する製剤技術の開発が重要なカギの
１つとなる。このような背景を元に本研究では、オーダーメイド医療への応用を目指した製剤設
計に関する下記の研究を行った。 
１．siRNA 送達キャリアとして有用な新規ヒアルロン酸被覆型脂質ナノ粒子の開発と siRNA 粉末
吸入製剤への応用 
２. 熱溶融積層方式 3D プリンターを用いた錠剤の調製とプリンター条件が錠剤の成形性に与え
る影響 
 
１． siRNA 送達キャリアとして有用な新規ヒアルロン酸被覆型脂質ナノ粒子の開発と siRNA 粉末
吸入製剤への応用 
【序論】 small interfering RNA（siRNA）は、配列特異的な遺伝子サイレンシング効果を有する
機能性核酸であり、がんやウイルス疾患などの特定の病原遺伝子の発現亢進に起因する疾患への
個々の患者に応じた薬物治療を可能とする新規治療薬としての応用が期待されている。siRNA に
よる遺伝子抑制は、細胞内で起こるため、siRNA による薬効を得るには投与後、効率的に目的と
する病変部位まで到達させ、その標的細胞の細胞質内に導入させる必要がある。しかしながら、
siRNA は生体内でヌクレアーゼなどの分解酵素による分解を受けるため非常に不安定であり、ま
た siRNA 自体が負に荷電した水溶性分子であることから細胞膜透過性が低く、単独で目的部位に
到達することは極めて困難であり、siRNA を効率的に標的部位まで送達するためのキャリアの開
発が不可欠である。これまでに様々なキャリアの開発が進められているが、その中でもリポソー
ムは細胞膜をはじめとする生体膜の主要構成成分であるリン脂質から構成され、細胞膜と同様な
二重膜構造をとる閉鎖膜小胞であることから、生体適合性が高い薬物送達キャリアとしてドラッ
グデリバリーシステムの研究において広く用いられてきた。特に、カチオン性リポソームは、遺
伝子を細胞内に導入可能なキャリアとして利用されている。本研究では、このカチオニックリポ
ソームを構成成分とした siRNA 封入脂質ナノ粒子として知られる liposome-protamine-DNA 複合
体（LPD）に着目した。LPD は従来型のカチオニックリポソームと異なり、siRNA をキャリア内部
に封入可能なため、血清中におけるヌクレアーゼからの分解を回避できる。また LPD の表面をリ
ガンド修飾することで標的組織への選択的送達が可能である。しかしながら LPD は粒子全体が正
に荷電しているため、生体内の標的部位以外でも相互作用を起こすことによる全身的な毒性が懸
念されており、より安全性の高いキャリアの開発が必要とされている。 
 そこで今回、我々は、LPD をヒアルロン酸（HA）で被覆した siRNA 封入脂質ナノ粒子（LPDH）
を考案し、より効率的な siRNA デリバリーシステムの開発を目指した。HAは生体内に存在する分
子であることから安全性が高く、また負に荷電している高分子多糖類であるため正に荷電したLPD
を静電相互作用によりHAで被覆することでLPDのもつ細胞毒性を軽減できるのではないかと考え
た。また、HA は多くのがん細胞に過剰に発現している CD44 のリガンドであるため、LPD の HA 被
覆により、CD44 を介した癌細胞への選択的送達が期待できる。加えて、親水性高分子である HA
は LPD を被覆後、ナノ粒子の周りに水和層を形成できることが想定され、siRNA のナノキャリア
に多用される PEG（ポリエチレングリコール）と同様に細網内皮系組織（RES）の貪食細胞からの
捕捉を回避でき、血中滞留時間の延長に貢献することが予想される。本検討では、HAによる様々
な恩恵を得られることを期待してLPDHを作製し、LPDHの物性に関しLPD及びPEG修飾LPD（LPD−PEG）
と比較することでキャリアとしての有用性の検討を行った。さらに、LPDH を経肺投与に適した、
安全で効率的な siRNA 粉末吸入剤に応用するべく、調製と検討を行った。経肺投与は、局所的に
薬物を投与できるため、これまでに主にリポソームの利用が検討されてきた静脈内投与と比較し
て初回通過効果を回避できる等、送達効率が良いという利点である。また、粉末吸入剤を用いた
経肺投与は、服用、保管の容易さと携帯性から患者の負担が小さい薬物投与方法でもあり、粉末
吸入に適する粉体化リポソームの開発が期待されて
いる。本研究では、安全性が高くより効率的に siRNA
を肺へ送達する肺疾患治療薬に応用することを目的
として、LPDH を粉体化した LPD 及び LPDH マンニト
ールマイクロ粒子（LPD/MAN および LPDH／MAN）を調
製し、主にリポソームの経肺投与用粉体製剤化への課
題となる、キャリアの安定性と肺への吸入特性を検
討した。 
【結果および考察】 
LPDH の調製 
 リポソームは、脂質である DOTAP/DOPE を 1/1（モル比）で用いて薄膜水和法により作製した。
水和には 5%マンニトール等張溶液を用いた。リポソームのサイズ調整はエクストリューダーによ
Fig. 1 LPD 及び LPDH の作製方法 
Fig. 2 作製した粒子の TEM 画像 
り行い、粒子径 110 nm 程度のリポソーム溶液を得た。
siRNA （ODN）溶液、ウシ胸腺 DNA 溶液を混合し、プロタ
ミン溶液を加えることで siRNA（ODN）/DNA/プロタミン複
合体を作製し、これにリポソーム溶液を加えて激しく混和
することで LPD を作製した。さらに、LPD に適当量の HA溶
液を加えて混ぜ、静置することで LPDH とした。（Fig. 1）
比較対象として LPDに PEG を修飾した LPD-PEG もポストイ
ンサーション法により同様に作製した。動的光散乱法（DLS）
により、作製した粒子の粒子径および表面電荷を測定した
ところ、LPD の粒子径は約 140 nm、表面電荷 50 mV 程度、
LPDH は粒子径約 200 nm、表面電荷は添加量の増大に応じ
てプラスからマイナスに転化していくことが分かった。以
降、LPD（正電荷、粒子径 約 140 nm）と二種類の表面電荷の異なる LPDH（LPDH1（HA/DOTAP=1x10-4、
正電荷、粒子径 約 200 nm）、LPDH5（HA/DOTAP =5x10-4、負電荷、粒子径 約 220 nm））を用いて検
討を行った。これらの粒子を透過型顕微鏡（TEM）で確認したところ、Fig. 2 のような画像が得
られた。以上の結果から、Protamine-calf thymus DNA-siRNA(ODN) complex を内封した、脂質ナ
ノ粒子(LPD)を作製でき、また、これに HAを適量加えることで HA被覆が施された粒子（LPDH）の
作製が確認できた。 
培養細胞および溶血試験による各種評価 
高肺転移性マウスメラノーマ細胞ルシフェラーゼ遺伝子安定発現株（B16F0-Luc）を使用した。
細胞を実験内容に応じて、96 穴および 24 穴プレートに播種し、24時間前培養した後、LPD、LPDH
および LPD-PEG を添加し、目的に応じて細胞培養を行った。その後細胞を回収し、各実験 （細胞
毒性試験、siRNA の細胞内取り込み量の測定（蛍光ラベルしたリポソーム・siRNA を用いた）、遺
伝子サイレンシング効果の検討（ルシフェラーゼに対する siRNA を用いた））を行った。siRNA の
細胞内取り込みを検討したところ、LPD が他の LPDH と比較して最も顕著に細胞内に取り込まれて
いることが分かった。毒性試験およびマウス赤血球を用いた溶血試験を行ったところ、LPD と比
較して LPDH では毒性の軽減がみられた。この結果は LPD-PEG でも同様に得られた。次に内封 siRNA
による遺伝子サイレンシング効果を調べたところ、LPDH は LPD と同様の高いサイレンシング効果
を示した。一方、LPD-PEG では、LPDH と同様の毒性軽減効果が得られたが、サイレンシング効果
は低下してしまうという結果になった。また、LPDH5
と同時に阻害剤としてHA溶液を添加し取り込み試験を
行ったところ、LPDH の取り込み量が顕著に低下するこ
とが分かり、LPDH はヒアルロン酸特異的なレセプター
（CD44）を介した特異的な細胞取り込み・ターゲティ
ング能力を有していることが示唆された。これらの in 
vitro評価から LPDHの siRNA デリバリーキャリアと
しての有用性が示された。 
 
Fig. 3 LPD/MAN 及び LPDH/MAN の作製方法 
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LPD および LPDH の粉体微粒子化 
簡便に多孔性低密度粉末粒子を調製可能な噴霧凍結乾燥
法(spray freeze drying, SFD)により LPD および LPDH を
粉体化した。（Fig. 3）LPD 及び LPDH をマンニトールと添
加剤溶液に分散し、その分散液を経肺投与デバイス
(penn-century)を用いて液体窒素中へ噴霧した。その後凍
結乾燥を行い LPD/MAN および LPDH／MAN を得た。作製した
LPD/MAN 及び LPDH/MAN の粒子形状を走査型電子顕微鏡
(SEM)で観察したところ LPD、LPDH ともに平均粒子径 20μ
m 程度の球状で多孔質な粒子がみられた。（Fig. 4）肺深
部への送達性は空気動力学径が大きく関与するため、軽質
な低密度粒子とすることが重要と考えられる。 
LPD/MAN および LPDH／MAN の吸入特性評価 
 LPD/MAN 及び LPDH/MAN の空気動力学径の粒度分布をア
ンダーソンカスケードインパクター(ACI)を用いて測定し
た。得られた各ステージの回収量から、肺への送達効率の指標である Fine Particle 
Fraction(FPF:<4.7μm(stage3-7))を算出し、吸入特性を評価した。（Fig. 5）その結果、LPD/MAN、
LPDH/MAN ともに FPF は 10%程度と低く、肺への送達性が低いという結果になった。肺への送達性
を改善するための添加剤として、本研究では、噴霧凍結前にロイシンを添加した結果、両粒子と
も FPF が 40%前後となり吸入特性が改善することが示された。 
LPD/MAN および LPDH／MAN の製剤安定性評価 
 LPD/MAN 及び LPDH/MANを 5%マンニトール液に再分散して得
た LPD 及び LPDH の粒子径を DLS を用いて動的光散乱法により
測定することで製剤安定性を検討した。（Fig. 6）また、再分
散した LPD 及び LPDH の形状を透過型電子顕微鏡(TEM)で観察
し評価した。（Fig. 7）これらの結果から、LPD は凍結乾燥前
後での粒子径変化が大きく、SFD 法により LPD を粉体化するこ
とで粒子が不安定化してしまうことが示唆された。特にロイ
シン添加時にその変化は顕著にみられ、粒子径は噴霧凍結乾
Fig. 5 LPD/MAN 及び LPDH/MAN の吸入特性評価(ACI の結果) 
Fig. 4 LPD/MAN 及び LPDH/MAN の SEM 画像 
Fig. 6 LPD/MAN 及び LPDH/MAN の製
剤安定性評価（再分散 LPD 及び LPDH
の粒子径比較） 
燥前と比較して約
2 倍になった。一方、
LPD とは異なり、
LPD をヒアルロン
酸被覆した LPDH で
は、凍結乾燥前後で
の粒子径変化が抑
えられていた。以上
の結果から、ヒアルロン酸被覆が毒性改善のみならず、凍結乾燥時の粒子保護作用をもつことが
考えられた。 
【結論】 
 LPD にヒアルロン酸被覆を施した LPDH は、LPD のもつ毒性を軽減しつつ内封 siRNA による遺伝
子サイレンシング効果を維持できることがわかり、LPD よりも LPDH の方が細胞毒性・安全性の面
で siRNA キャリアとして有用であることが示唆された。 
LPD および LPDH にマンニトールとロイシンを加えて SFD 法により粉体化することで、経肺投与
に適した吸入特性を持つ粉体粒子を作製することができた。粒子にヒアルロン酸被覆を加えるこ
とで、カチオニックリポソームのもつ毒性の改善のみならず、凍結乾燥やロイシン添加による物
性変化も抑えることが示された。このことは、他の添加剤を加えた場合や、他の機能性リポソー
ムの粉体化への応用も期待出来る。 
 
２. 熱溶融積層方式 3D プリンターを用いた錠剤の調製とプリント条件が錠剤の成形性に与える
影響 
【序論】 
3Dプリンターは、目的に応じて設計した造形物をその場で簡単に作製できるという利点をもち、
医療工学、建築など幅広い分野での利用が広がっている。医薬品開発分野においては、個別用量
の医薬品の作製や疾患部位に合わせた特殊な形状の薬剤等、大量生産では満たすことのできない
薬の製造への応用によるオーダーメイド医療への貢献が期待されている。さらに昨年 3D プリンタ
ーにより作製された錠剤が米国食品医薬品局に初めて承認されたこともあり注目が高まっている。 
 本研究では、医薬品添加物としても広く用いられ、かつ 3Dプリント時のサポート剤として利用
されるポリビニルアルコール（PVA）フィラメントを用いて、熱溶融積層(FDM)方式 3D プリンター
により錠剤を作製し、3Dプリンターの印刷条件が錠剤の成型性に与える影響について検討を行っ
た。 
 
 
 
 
Fig. 7 LPD/MAN 及び LPDH/MAN の製剤安定性評価（再分散 LPD 及び LPDH の TEM 画像） 
Fig. 8 3D プリンターによる PVA フィラメントを用いた錠剤の作製 
【実験結果および考察】 
3D CAD ソフト（123D design）を用いて錠剤をデザイン後、スライサーソフト(Cura)を用いて
プリント条件を設定・変更することで、プリント条件が錠剤調製に与える影響について評価を行
った。今回、モデル薬物および蛍光マーカーとしてクルクミンを含有させたポリビニルアルコー
ル（PVA）フィラメントも用いて錠剤を作製した。 
まず、直径 5 mm から 15 mm、高さ 3 mm の円柱状の錠剤を設計し作製したところ、どのサイズ
においてもほぼデザイン通りの錠剤を製造できた。比較的小さなサイズのプリント制御が難しい
とされる 3D プリンターではあるが、一般的な錠剤の
サイズであれば問題なく作製できることが分かった。
また、プリンターのフィラメント射出部のノズル温
度および射出速度（flow rate）を変化させたところ、
調製される錠剤の成形性に影響が生じ、最適なプリ
ント条件が存在することがわかった。特に温度変化
の影響が大きく、不適切な温度設定により含有薬物
の分解や色調の変化が起こることが示された。さら
に錠剤内のFill Densityを変化させて内部に空隙が
ある錠剤を調製した。（Fig. 9）このような複雑な構
造の錠剤が簡単に作製できることも 3Dプリンターのメリットである。錠剤の密度を変えることに
より薬物の溶出挙動を変化させられることが期待された。 
【結論】 
3D プリンターの製剤への応用には、適切な錠剤設計、プリント条件設定が重要である。3D プリ
ンターによりワンステップで簡単に個々のニーズに応じた錠剤が調製できることから、医療現場
への応用利用が有用であることが示唆された。 
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